
































































































dabei  keiner  anderen  als  der  von mir  ausdrücklich  bezeichneten Quellen  und 
Hilfen bedient habe. Des Weiteren erkläre  ich, daß  ich an keiner anderen Stelle 
ein  Prüfungsverfahren  beantragt  oder  die  Dissertation  in  dieser  oder  einer 
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Thyroid  hormones  (THs)  are  important  for  brain  development.  Maternal  hypothyroxinemia,  low 
maternal  thyroxine  levels,  is a major cause of defects  in  fetal brain development.  In adults,  thyroxine 
enters brain through the thyroxine transporter SLCO1C1, which  is expressed  in endothelial cells of the 
blood‐brain barrier  (BBB)  and  in epithelial  cells of  the  choroid plexus.   Till now,  SLCO1C1  is  the only 
known transporter that mediates the entry of thyroxine  into the adult brain. However, the expression 
pattern of SLCO1C1 during development was unknown.  
To  characterize  the expression of  SLCO1C1  in development,  a  transgenic  approach was employed by 
bacterial artificial chromosome  (BAC)  recombineering. Sequences of Cre  recombinase  (constitutive) or 
Cre recombinase fused to a mutated estrogen receptor ligand binding domain (inducible) were inserted 
into the Slco1c1  locus on a BAC by homologous recombination. The modified BACs were subsequently 
injected  into  pronuclei  to  generate mice  carrying  the  Slco1c1‐driven  Cre, which  is  expressed  either 
constitutively or in an inducible manner.  
In the transgenic mice, both Cre and Slco1c1 transcripts could be detected by RT‐PCR only in the brain. 
Mice  from  the  constitutive  line  showed  Cre  expression  in  BBB  and  choroid  plexus  according  to 
immunohistochemistry. This localization was confirmed by crossing mice with a reporter mouse line. In 
addition,  neurons  in many  brain  regions  (such  as  cortical  layer  2/3,  the  hippocampus  and  olfactory 
bulbs)  expressed  Cre  during  brain  development,  since  Cre  activity  could  not  be  detected  in  adult 
neurons but Cre‐mediated  recombination was  found  in  the neurogenic  zones  at E14  and E18.  In  the 
inducible  line, no Cre activity  in the adult neurons was found, which also confirmed an early neuronal 
expression of Slco1c1‐Cre. The neuronal expression of Cre in development indicates a role of thyroxine 
in  the  SLCO1C1‐expressing neurons. Hypothyroxinemia  induced by propyl‐thio‐uracil  (PTU) decreased 
the number of cortical layer 2/3 SLCO1C1‐expressing neurons.  




In conclusion, Slco1c1‐Cre  transgenic mouse  lines were generated and were used  to  identify Slco1c1‐









Mutter  ist  die  Hauptursache  für  Fehlbildungen  des  fötalen  Gehirns.    Bei  Erwachsenen  gelangt  das 
Hormon  Thyroxin  über  den  Thyroxintransporter    SLCO1C1,  der  auf  Endothelzellen  der  Blut‐Hirn‐
Schranke und Epithelzellen des Plexus  choroideus exprimiert wird,  ins Gehirn. SLCO1C1  ist bisher der 
einzig  bekannte  Transporter,  der  die  Aufnahme  von  Thyroxin  ins  adulte  Gehirn  vermittelt.  Das  
Expressionsprofil  von  SLCO1C1  während  der  Entwicklung  war  bisher  allerdings  unbekannt.  Um  die 
Expression von SLCO1C1 während der Entwicklung zu untersuchen, wurde ein transgener Ansatz  mittels 
BAC  Rekombination  gewählt.  Die  Nukleotidsequenz  der  Cre  Rekombinase  (konstitutiv)  oder  der  Cre 
Rekombinase,  die  an  die  mutierte  Ligandenbindungsstelle  des  Östrogenrezeptors  fusioniert  wurde 
(induzierbar),  wurde  auf  dem  BAC mittels  homologer  Rekombination  in  den  Genlokus  von  Slco1c1 




Gehirn  mittels  RT‐PCR  nachgewiesen  werden.  In  der  Immunhistochemie  wiesen    Mäuse  aus  der 
konstitutiven  Linie  Cre  Expression  in  den  Endothelzellen  der  Blut‐Hirn‐Schranke  und  im  Plexus 
choroideus  auf.  Dieses  Expressionsmuster  wurde  durch  die  Verpaarung  der  Cre‐Linien  mit  einer 
Reportermauslinie bestätigt.  
Außerdem konnte gezeigt werden, dass Cre während der Entwicklung  in Neuronen vieler Hirnregionen 
(wie  in  der  kortikalen  Ebene  2/3,  dem  Hippokampus  und  dem  Bulbus  olfactorius)  aktiv  ist.  Cre‐
vermittelte  Rekombination  wurde  in  den  neurogenen  Zonen  an  Tag  E14  und  E18  nachgewiesen, 
während keine Cre Aktivität in adulten Neuronen  vorhanden war.  
In der induzierbaren Cre Linie konnte nach Tamoxifen‐Injektion keine Cre Aktivität in adulten Neuronen 
gefunden  werden  passend  zu  einer  embryonalen  transkriptionellen  Aktivität  des  Slco1c1‐Locus  in 
neuronalen  Progenitorzellen.  Die  neuronale  Expression  von  Cre  während  der  Entwicklung  lässt 
vermuten, dass Thyroxin eine Rolle in der Expression von SLCO1C1 spielt. Hypothyroxinämie, die durch  
die  Gabe  von  Propylthiouracil  (PTU)  induziert  wurde,  reduzierte  die  Anzahl  der  Neuronen  in  den 
kortikalen Schichten 2/3, die von SLCO1C1 exprimierenden Progenitorzellen abstammen.  
Weiterhin wurde die Rolle von SLCO1C1 in der adulten Neurogenese untersucht. Durch RT‐PCR konnten 





Slco1c1‐Cre  Tieren waren  Cre  und  der  neuronale  Stammzellmarker  GFAP  in  der  Subventrikulärzone 
kolokalisiert. Sowohl unter Kontrollbedingungen als auch nach einer zerebralen Ischämie konnte gezeigt 
werden,  dass  die  Lokalisation  von  Cre  mit  dem  Marker  für  unreife  Neuronen  Dcx  nahe  der 
Subventrikulärzone übereinstimmt .  
Zusammenfassend wurde  die  Slco1c1‐Cre  transgene Mauslinie  generiert  und  genutzt,  um Areale  des 




























































































































tissues  through blood,  the  active  form,  3,5,3’‐triiodothyronine  (T3),  can be produced  locally  from  its 
precursor,    thyroxine  (T4).  The  local  production  of  T3  is  achieved  by  deiodinases, which  belong  to 
selenoenzymes (Bianco et al. 2002; Bianco and Kim 2006; Kohrle 2007). T3  is believed to contribute to 




TH‐responsive elements  (TREs)  in  the promoter  region of  the  target genes  (Fig. 1.1A). By  this nuclear 
receptor‐mediated mechanism,  THs  act  on metabolism,  growth  and  differentiation  of  cells  (Wu  and 
Koenig 2000; Yen et al. 2006). In addition to the regulation of gene transcription in the nucleus, THs also 
exert non‐genomic effects through binding to cytoplasmic TRs or other proteins that can bind THs (Yen 











nuclear  receptor  TR.  Together  with  the  retinoid  X  receptor  (RXR),  T3‐bound  TR  interacts  with  the 
promoter of the target genes to regulate their expression. B. Acute psychosis or prolonged exposure to 
cold may activate the axis. Hypothalamic TRH stimulates pituitary TSH release, while somatostatin and 
dopamine  inhibit  it. TSH stimulates T4 and T3 synthesis and release from the thyroid, and they  in turn 
inhibit both TRH and TSH  synthesis and  release. Small amounts of  iodide are necessary  for hormone 
production,  but  large  amounts  inhibit  T3  and  T4  production  and  release.  Abbreviations:  H, 
hypothalamus;  AP,  anterior  pituitary;  TRH,  thyrotropin‐releasing  hormone;  TSH,  thyroid‐stimulating 















SLCO1C1  is a T4  transporter and  its expression  is  found  specifically  in brain  capillary endothelial cells 
(BBB) and  choroid plexus. Thus, SLCO1C1 mediates  the entry of T4  into  the brain parenchyma. What 
thyroid hormone transporters are expressed in astrocytes is less well known. There is controversy about 
whether SLCO1C1  is expressed  in astrocytes. The GENSAT project shows possible Slco1c1 expression  in 
glia‐like  cells  by  transgenically  expressing  EGFP  under  the  control  of  the  Slco1c1  locus  (GENSAT). 
Another study examined the expression of Slco1c1 in glia by Northern blotting (Chu et al. 2008), but did 
not  find  Slco1c1  in  either  a  cultured  glial  cell  line  or  glial  tumor.  Therefore,  it  is  unknown  which 
transporter brings T4  into astrocytes.  In astrocytes, deiodinase 2  (D2)  is expressed, which converts T4 
into T3 (Bianco et al. 2002; Bianco and Kim 2006). Locally converted T3  is released from astrocytes by 






















The  second model  is  just  emerging  (Fig. 1.3).  This model  challenges  the  first by proposing  that both 




concentration  is only  reduced by 50%  in D2KO mice, while T4  increases as expected. The T4  increase 
















Thyroid  hormones  are well  known  for  its  importance  in  brain  development.  Hypothyroidism  during 
pregnancy  leads  to many  neurological  disorders,  such  as mental  retardation,  ataxia,  spasticity,  and 
deafness (Cao et al. 1994; Thompson and Potter 2000; Forrest et al. 2002; de Escobar et al. 2004; Perez‐
Lopez 2007). Studies have  shown  that hypothyroxinemia,  reduced maternal  thyroxine  (T4)  levels,  is a 
major cause of fetal brain developmental defects (Calvo et al. 1990; de Escobar et al. 2004; Morreale de 













Fig.  1.4  Main  neurodevelopmental  events  and  neurological  alterations  associated  with  iodine 
deficiency during  fetal  and neonatal  life.  Time  scales  and  the  respective developmental periods  are 
indicated for humans  (upper) and rats  (lower) panels. The developmental periods are highlighted with 
different background colors. The period in which the child’s thyroid hormone is secreted is indicated by 
the upper brown  arrow.  The  gradation  indicates  the period  in which  the  production of  fetal  thyroid 
hormones  increases  to  reach neonate values. The period  in which both T4 and  iodine are  transferred 
from  the mother  to  the  fetus  is  indicated  by  a  blue  bar.  Some major  developmental  events  of  the 
cerebral  cortex are also  indicated  for both humans and  rats. Thyroid hormone deficiencies and  their 
etiologies, which are  indicated  in parentheses, are shown  in  the upper part of  the human panel. Thin 






red bars.  In the  lower panel (rat), red bars  indicate genes that are regulated by thyroid hormones and 
behavioral alterations associated with maternal and/or fetal T4 and iodine deficiency. For cochlear and 




examples are worth mentioning. One  is  the congenital hypothyroidism  (CH).  In  this disease,  the  fetus 
has a dysfunctional  thyroid gland, while  the mother produces normally  thyroid hormones  (de Vijlder 
2003; Park and Chatterjee 2005). The other  is  iodine‐deficiency disorders (IDDs). In this situation, both 
the mother  and  the  fetus  have  a  problem  in  producing  thyroid  hormones.  In  CH  thyroid  hormone 
replacement  therapy  can  be  applied  after  birth  to  the  infant,  while  in  IDDs  correction  of  thyroid 
hormones  has  to  be  initiated  early  in  and  throughout  pregnancy  (Morreale  de  Escobar  et  al.  2004). 












Most  of  the  studies  on  the  influences  of  hypothyroidism  on  the  morphological  changes  in  brain 
development were performed in rat. However, results from these studies have relevance for  mouse and 
human  development.  Hypothyroidism  affects  neurons  throughout  the  developing  brain.  In 
hippocampus,  smaller  cell bodies and  less dendritic arborization were observed  in  the apical and  the 
basal region of pyramidal neurons  (Rami et al. 1986).  In cerebral cortical pyramidal neurons, dendritic 
structures were altered especially on  the upper region of  these cells  (Bass and Young 1973;  Ipina and 
Ruiz‐Marcos 1986; Ruiz‐Marcos and  Ipina 1986). Similar changes were also observed  in other neurons, 














tangential  (Lambert de Rouvroit  and Goffinet 2001; Ayala et  al. 2007). Many diseases  are  caused by 
defects  in  neuronal  migration  during  development,  such  as  human  lissencephaly  with  cerebellar 




Migration  defects  were  also  found  in  animals  with  hypothyroidism  during  development.  Medial 
ganglionic  eminence‐derived neurons  of  fetus  from  a  transiently hypothyroxinemic mother  lost  their 
preferential direction of tangential migration in an in vitro study (Cuevas et al. 2005). Concerning radial 
migration, ectopic BrdU‐labeled neurons were found  in the cerebral cortex and  in the hippocampus of 
rats born  from mothers with  transient hypothyroxinemia during pregnancy  (Lavado‐Autric et al. 2003; 
Auso  et  al.  2004).  The  migration  impairment  could  be  corrected  by  either  applying  T4  or  I‐ 






final  residence  show  alterations  in  phenotype.  Maternal  hypothyroxinemia  causes  a  reduction  in 
hippocampal parvalbumin  (PV)‐positive GABAergic  interneurons  in  the offspring, which contributes  to 













are among  the  factors  that control oligodendrocyte development and myelination. Thyroid hormones 
have  been  shown  to  be  involved  in  the  proliferation,  survival  and maturation  of  oligodendrocytes 
(Rodriguez‐Pena 1999).   Maternal hypothyroidism  reduces  the number of mature oligodendrocytes  in 








During  development,  THs  influence  astrocytes  in  their morphology,  proliferation  and  differentiation 
(Trentin 2006).  
 
Astrocytes  undergo  a  serial  of  changes  in  morphology,  protein  expression,  and  division  during 
development. Maternal  thyroid  hormone  has  been  shown  to  be  important  for  the  transition  from 
vimentin‐ to GFAP‐expressing astrocytes in the fetal brain, which marks their maturation (Faivre‐Sarrailh 
et al. 1991; Sampson et al. 2000). Another marker, S100, is also affected by thyroid hormones (Clos et al. 














Substances  traffic  into  and out of  cells by  the  following means, diffusion,  facilitated diffusion,  active 
transport,  endo/exocytosis  and  transcytosis.  Except  diffusion,  different  membrane  proteins  are 
involved,  such  as  transporters,  pumps  and  channels.  The  importance  of  membrane  transport  is 
manifested  in  several  transport‐related  diseases.  Cystic  fibrosis  results  from  dysfunctions  of  a  Cl‐ 
transporter  (Rowe et al. 2005; Rowe and Clancy 2006). A  subset of human osteopetrosis  (over dense 
bones) is caused by mutations of an H+ pump (Frattini et al. 2000; Forgac 2007). In neuromyelitis optica 
(NMO),  a  serum  antibody  (NMO‐IgG)  interacts  with  the  water  channel  aquaporin  4  (AQP4)  and  is 
involved in the pathogenesis (Lennon et al. 2005; Jacob et al. 2007). TRP (Transient Receptor Potential) 
channels have been  found  to be  the  cause of  four diseases,  ranging  from electrolytes disturbance  to 













heterodimeric amino acid  transporters  (HAT), and monocarboxylate  transporters  (MCT). A majority of 
the transporters are wildly expressed and multi‐specific for substrates. Tissue‐specific and TH selective 
transporters  are  also  found which  implies more  important  functions of  these  transporters  in  specific 
tissues. Most, if not all, of the transporters are bidirectional carriers, meaning they mediate both afflux 













Ntcp  is  a member  of  the Na+‐dependent  organic  anion  transporter  family, which  also  comprises  the 
apical  Na+‐dependent  bile  acid  transporter  (ASBT,  Slc10a2)  and  the  Na+‐dependent  organic  anion 
transporter  (SOAT,  Slc10a6).  The  Ntcp  gene,  Slc10a1,  is  expressed  in  the  basolateral membrane  of 
mammalian  differentiated  hepatocytes  (Boyer  et  al.  1993;  Hagenbuch  1997).  In  rat,  it was  recently 
shown to be expressed also  in pancreatic acinar cells (Kim et al. 2002).  Its ability to transport THs was 
identified in Xenopus oocyte with injected rat mRNA coding for Ntcp (Friesema et al. 1999; Jansen et al. 





OATP1B1  is  a Na+‐independent  liver‐specific  transporter.  Its  expression was  found  in  the  basolateral 
membrane of hepatocytes  (Abe et al. 1999; Hsiang et al. 1999; Konig et al. 2000; Tamai et al. 2000). 
Unlike  other  OATPs,  its  rat/mouse  homolog  has  another  name,  Oatp1b2.  On  transporting  THs,  the 
preference  is T4≈T3  (Abe et al. 1998). Other  substrates  include bile  salts, bromosulfophthalein  (BSP), 
steroid conjugates, prostaglandin E2, LTC4, gadoxetate, and so on (Cattori et al. 2000).  
 
There  are many  other  TH  transporters  in  liver,  such  as OATP1B3  (liver‐specific), Oatp1a1, OATP1A2, 




Kidney – As  in  liver, many TH  transporters are expressed  in kidney. This  reflects  that  the kidney  is a 
major  excretion  organ  in  the  body.  Oatp1a3  is  a  kidney‐specific  TH  transporter  (Saito  et  al.  1996; 








transport,  it  seems  to  be  uni‐directional,  only  transporting  from  outside  to  inside. Other  substrates 
include methotrexate  (anti‐folate drug) and cAMP. Sitagliptin, a drug  for diabetic patients, was shown 




are  relatively  testis‐specific  TH  transports.  They  were  detected  by  ISH  especially  in  Sertoli  cells, 
spermatogonia, and Leydig cells. In ovary, a weak expression was also found (Suzuki et al. 2003). Other 










and a  light chain. One of  the  two heavy chains, 4F2hc can  form  functional dimers with one of  the six 





both  villous  cytotrophoblast  and  syncytiotrophoblasts  cells,  with  increasing  expression  as  gestation 
















this  dissertation.    Like  in  other  organs,  brain  cells  utilize  THs  by  first  permitting  their  entry  via 
transporters.  
 




termini  localized  in  the  cytoplasm.  The  C‐terminal  half  is  supposed  to  be  responsible  for  substrate 
selectivity,  where  the  most  variations  are  found  (Garcia  et  al.  1994b;  Rahman  et  al.  1999).  Most 
members  of  this  family  are  expressed  in  various  tissues. An  exception  is MCT3.  In  rodents,  it  has  a 
restricted  expression  in  the  basal membrane  of  retina  pigment  epithelia  and  in  the  choroid  plexus 
epithelia  (Yoon et  al. 1997; Philp et  al. 1998; Philp et  al. 2001). The  regulation of MCT expression  is 
highly  dependent  on  body  demand  for  substrates.  For  example,  in  rodent  brain  development,  the 
expression of MCT1 and MCT2 decreased from birth to adult, indicating reduced requirement for lactate 
as  an  energy  source  (Rafiki  et  al.  2003;  Simpson  et  al.  2007).  Pathological  conditions  such  as 
inflammation (Thibault et al. 2007) and obesity (Metz et al. 2007; Pierre et al. 2007) also regulate MCT 
expression. Recently  there was  a  study  showing  that MCT3  could play  a  role  in  the development of 
atherosclerosis by a mechanism  involving epigenetic modifications  (Zhu et al. 2005). The regulation of 
MCT8 expression has not been well  studied. But  there  is  strong evidence  that  its expression was not 















disease appeared  in the  literature  in 1944 (Allan et al. 1944; Stevenson et al. 1994).  In AHDS patients, 
free serum T3  level  is strongly elevated, free or total T4  level  is  in  low normal range, and TSH  is  in the 
high normal  range. MCT8 mutations have been  found  in  these patients,  including  truncations,  frame 
shift, and point mutations (missense/nonsense). In a female heterozygous for MCT8, an unfavorable X‐
inactivation causes AHDS  (Frints et al. 2008).   However, polymorphism analysis  in MCT8 has not been 
associated with  serum  levels  of  T3,  T4,  or  TSH.  [More  details  reviewed  elsewhere  in  (Schwartz  and 
Stevenson 2007; van der Deure et al. 2007)] MCT knockout mice  showed  similar,  though milder, CNS 
deficits than patients with AHDS (Dumitrescu et al. 2006; Trajkovic et al. 2007).  
 





The  authors  suggested  that  OATP3A1_v2  be  involved  in  oligopeptide  transport  in  brain  and  be 
important for neuromodulation of neurotransmission.  
 
Astrocyte – TH  transporters on astrocyte have not been  identified so  far. Beslin et al. showed  that  in 
cultured  rat  astrocyte  TH  transport  was  associated  with  proton  transport  (Beslin  et  al.  1995).  This 
implies  that members of  the MCT  family  could be  candidates  for TH  transport  in astrocytes. But  this 
does not exclude other types of transporters such as OATP2B1, which is also pH sensitive (Nozawa et al. 










In  literature,  it has been named as Slco1c1, Bsat1, Oatp14, Slc21a14, OATP‐F, Oatp2 and SLCO1C1  in 
different species. The situation is worsened by the fact that the gene and the protein of SLCO1C1 have 
different  symbols. To  avoid  confusion,  in  the  current  study  the  gene  is  labeled  as  Slco1c1, while  the 











OATP‐F  (SLC21A14).  In  the human genome,  the gene Slco1c1  is  located on Chromosome 12. It has 15 
exons,  the  first of which encompasses  the 5’ untranslated region  (UTR). The other 14 exons encode a 
protein of 712  amino  acids.  SLCO1C1 has 12 putative  transmembrane domains, with both N‐  and C‐
termini  located  in  the  cytoplasm,  as  the MCTs.  There  are  four  postulated N‐glycosylation  sites.  The 
glycosylation sties at positions 520 and 530 are conserved in other OATPs such as OATP1A2, OATP1B1, 






conjugates.  It  is  interesting  to  note  that  transport  of  T4  and  rT3  is  much  higher  than  the  other 














suppression  subtractive  hybridization  (SSH).  By  this way,  a  selective  brain  capillary  gene  expression 
profile was  identified. Among the  identified 50 clones, 8 were  found to be part of a 2.6 kb  full  length 
cDNA, which was named BSAT1  (BBB‐specific anion  transporter  type 1). Northern blot  found Slco1c1 
only in the brain and brain capillary had an enriched expression. By expressing Slco1c1 in HEK 293 cells, 
the authors could show that this transporter mediated bidirectional transport of T4, T3 and other known 






analysis  was  performed  by  expressing  SLCO1C1  in  HEK293  cells.  Expression  of  SLCO1C1  greatly 





































also  found  in  other  tissues  and  affinity  to  thyroid  hormones  is  much  less  than  that  of  SLCO1C1 









blood  and  the  CNS.    1.  Blood‐brain  barrier  (BBB),  formed  by  the  ECs  of  brain  capillaries.  2.  Blood‐












The  German  microbiologist  Paul  Ehrlich  presented  the  first  evidence  of  the  existence  of  a  barrier 
between the CNS and other part of the body in 1885. But, unfortunately, he explained his observations 
wrongly. It was his student Edwin Goldmann who suggested that some barrier prevented the dye they 
used  from entering  the CNS, but not  that CNS had a different affinity  to  the dye. The  first  to use  the 
term Bluthirnschranke  (blood‐brain barrier) was Lewandowsky  in 1900  (Hawkins and Davis 2005). The 
modern concept of BBB was developed from a series of studies  in the 1960s by Reese, Karnovsky, and 
Brightman (Reese and Karnovsky 1967; Brightman and Reese 1969). Combined with electron microscopy 






induction  of  the  barrier  properties  (such  as  tight  junctions), which  distinguish  brain  capillaries  from 
those  in the other parts of the body. An early study showed tissue‐dependent properties of capillaries 
(Stewart and Wiley 1981). Neural or non‐neural embryonic  tissues  from quail were  transplanted  into 
chicken non‐neural or neural embryonic tissues, respectively, at the stage when blood vessels were not 
formed in the donors. The donors then got blood supply from recipient‐derived vessels. BBB properties 
were only  found  from  capillaries  in neural  tissues  in either of  the  cases. To  stress  the  importance of 








neurons,  extracellular matrix,  and  perhaps microglia  form  a  network  of  interactions  and  cooperate 
intimately to maintain the ‘barrier’, as illustrated in Fig. 1.5.  
 















cytoplasm, which help  to anchor  the membrane proteins onto  cytoskeletons,  such as actin. The  tight 
junction at BBB is illustrated in Fig. 1.6.  
 




The  transporter barrier  is especially  important  in normal brain  function. Brain needs high  amount of 






During development, the first blood vessels could be detected  in brain at E10  in the mouse and E11  in 
the  rat  (Bauer et al. 1993;  Stewart and Hayakawa 1994; Qin and  Sato 1995). This  is a  time at which 
astrocytes are not yet  formed, but  instead neurogenesis  starts. Thus,  the neural microenvironment  is 











with  tight  junctions, a continuous basement membrane, and astrocyte  foot processes. Tight  junctions 
limit the paracellular diffusion of solutes from blood into brain parenchyma. Therefore, in order to cross 
the  BBB,  solutes  must  sequentially  diffuse  or  be  transported  across  both  endothelial  membranes. 
Adopted from (Westholm et al. 2008). B. Tight junction (TJ) at BBB. Transmembrane junctional adhesion 
molecule (JAM), occludin and claudins are components of the tight junction. Intracellularly ZO‐1 and ZO‐








Astrocytes ensheathe brain  capillaries by  forming endfeet  at  the end of  their processes.  Endfeet  are 
highly polarized structures. A characteristic feature is the localization of the water channel, aquaporin 4 
(AQP4) (Nielsen et al. 1997). The expression of AQP4  is enriched  in the endfeet membrane  lining brain 
capillaries. A similar distribution was  found  for a potassium channel Kir4.1  (Nagelhus et al. 1999). The 
close contact and the characteristic polarization have already suggested that astrocytes be  involved  in 
the regulation of ECs. In in vitro models of BBB, astrocytes were shown to induce BBB properties in non‐
neural ECs (Janzer and Raff 1987; Hayashi et al. 1997). An  in vivo study showed astrocyte  loss  leads to 







many  tissues and  line  the microvascular ECs. They  contain  contractile proteins, which are  involved  in 
local blood  flow regulation  (Peppiatt et al. 2006). Pericytes were suggested to be a component of the 
BBB first in 1981 (Broadwell and Salcman 1981). Their close physical contact with BBB ECs is reminiscent 
of  the  location of astrocyte endfeet.    In cell culture, pericytes help  to maintain BBB properties of ECs 
(Parkinson and Hacking 2005; Nakagawa et al. 2007).   This effect  is partially due  to  secretory  factors 




Neurons are  involved  in BBB development  from  the beginning when blood vessels  invade  into brain. 
Later  in adults, neurons  innervate  the  three above‐mentioned BBB  components, ECs, astrocytes, and 
pericytes to adapt blood flow to their high energy demand and dynamic activity (Hartman et al. 1972; 




The  lamina membrane  contains many molecules  that  are  involved  in  anchoring  and/or  function  of 









with  other  components  and  their  contribution  to  BBB  damage.  For  example,  microglia  amplify 
neurotoxicity caused by glutamate  released  from astrocytes  (Bezzi et al. 2001). A  rise  in brain  lactate 




Choroid plexus  is another barrier  found  in  the brain.  It  is  located along  the wall of  the ventricles  (Fig. 
1.7A). The cerebrospinal  fluid  (CSF)  filling up  the ventricles  is secreted  from choroid plexus. Similar  to 









classical  systemic  knockout;  3,  lethality  due  to  the  essential  function  of  the  gene  of  interest  in 
development or compensation by other genes of similar functions.  
 
The advantage of using BAC  (bacterial artificial  chromosome)‐transgenic  techniques  for generation of 
Cre mice  is  the  high  fidelity  of  expression  of  the  transgene  to  the  endogenous  expression  pattern. 
Before the development of BAC‐transgenic techniques, plasmids had been used. However, this approach 
usually  results  in  aberrant  expression  of  the  transgene,  genomic  positional  effects  on  transgene 
expression, or loss of expression after several generations. Later YAC (yeast artificial chromosome) was 





tremendous  work  involved  is  prohibitive.  BAC‐transgenic  technology  revolutionized  the  way  how 
transgenic mice can be generated. This technique features bacterial culture (easier to handle than yeast 
culture),  long  gene  regulatory  sequence  (closer  to  the  endogenous  situation),  high  successful 




Fig.  1.7  Choroid  plexus  and  its  tight  junction.  A.  The  locations  of  the  choroid  plexuses  and  the 
distribution of CSF in the human brain. The CSF is shown as the stippled area and the choroid plexuses 
are shown as the solid black structures. Adopted from (Brown et al. 2004). B. Diagram of BCSFB anatomy 





fenestrated  capillary  bed.  The  presence  of  tight  junctions  between  choroidal  epithelial  cells  forces 




action  in  individual brain cell  types  remain vague. One approach  to study  the mechanisms  is  to know 
which  cells  are  sensitive  to  T4  deficiency  during  development.  According  to  recent  studies,  cellular 
uptake of T4  is facilitated by transporters. Therefore, brain‐specific T4 transporters could be used as a 
marker  to monitor  cellular  requirement  of  T4.  In  this  study,  a  transgenic mouse  line  expressing  Cre 
recombinase under the control of a T4 transporter gene  locus was generated. Cell  lineages expressing 
this transporter during brain development were identified. Especially the layer 2/3 cortical neurons were 













the anti‐survival genes.  For example, a  candidate  tumor  suppressor  ING4  (inhibitor of growth  family, 











cytosolic  phospholipase  A2;  Ptgs2,  encoding  cyclooxygenase  2;  Ptges,  encoding  mitochondrial 
prostaglandin  E2  synthase)  (Herrmann  et  al.  2005)  and  proapoptotic BH3‐only  genes  (Bim  and Noxa) 
(Inta et al. 2006).  
 
However,  since NF‐κB  regulates  the  expression  of  a wide  range  of  genes  (for  details  see  the  Target 
Genes  at  www.nf‐kb.org),  the  outcome  of  the  NF‐κB  regulation  is  complicated.  Furthermore,  the 
development of ischemic damage and  its recovery adds another layer of complexity to the roles of NF‐
κB in cerebral ischemia. Nijboer and coworkers observed different effects depending on the time of NF‐
κB  inhibition. An early  inhibition  (0 and 3 hrs after  ischemic damage) of NF‐κB activity  could protect 
neurons from apoptosis induced by hypoxia‐ischemia (Nijboer et al. 2008b). In contrast, a later (18 and 
21  hrs)  or  prolonged  (0,  6,  and  12  hrs)  inhibition  of NF‐κB  activity  resulted  in  aggravated  neuronal 




Recently, different stages of pathobiology  in cerebral  ischemia have been differentiated  (Dirnagl et al. 
1999; Endres et al. 2008; Lo 2008). When putting NF‐κB  in  this context,  it  is not surprising  that NF‐κB 
plays different roles when the ischemic pathobiology progresses.  
 
The neuronal activation of NF‐κB was  found  to be  the cause of  ischemia‐induced neuronal cell death 
(Herrmann et al. 2005; Zhang et al. 2005). NF‐κB in other cell types in the brain may also play a role in 
other  aspects  in  cerebral  ischemia.  Yepes  and  coworkers  showed  that  NF‐κB‐mediated  Tweak/Fn14 
signaling pathway  increased neurovascular unit permeability after cerebral  ischemia (Polavarapu et al. 












Thyroxine  plays  an  important  role  in  brain  development.  During  brain  development,  different  brain 
structures may  have  different  requirements  for  thyroxine.  This may  be  reflected  by  the  expression 
pattern of the thyroxine transporter SLCO1C1. In adults, its expression is found almost exclusively in BBB 













































































































































































Antibody  Dilution  Cat #  Company 
Rabbit anti‐Cre                       1:3,000  Self‐made  Prof. Günther Schütz 
Mouse anti‐Cre  1:200  MMS‐106R  Covance 
Mouse anti‐NeuN   1:500  MAB377  Chemicon 
Mouse anti‐GFAP  1:50  Sc‐33673  Santa Cruz 
Rabbit  anti‐GFAP  1:500  Z0334  Dako 
Mouse anti‐Nestin  1:200  MAB353  Chemicon 
Rat anti‐mouse CD31  1:300  557355  BD Pharmingen 
Rabbit anti‐β‐gal  1:5,000  AB986  Chemicon 
Goat anti‐doublecortin (Dcx) 1:200  Sc‐8066  Santa Cruz 
 
Secondary  
Antibody  Dilution  Cat #  Company   
Cy3 goat anti‐rabbit  1:200  111‐165‐003  Jackson   
Cy3 goat anti‐mouse   1:200  115‐165‐003  Jackson   
Cy3 donkey anti‐goat  1:200  705‐165‐003  Jackson   
FITC rabbit anti‐goat                 1:200  FI‐5000  Vector Labs   
AlexaFluor 488 donkey anti‐mouse  1:200  A21202  Invitrogen   
AlexaFluor 488 goat anti‐rabbit  1:200  A11008  Invitrogen   
         
         

























































































cold 10% glycerol  for  three  times. Aliquots were  snap‐frozen  in  liquid N2 and  stored at  ‐80°C. 



























and  dephosphorylated  pConst  vector  (kindly  provided  from  the  lab  of  Prof.  Günther  Schütz,  DKFZ, 
Heidelberg). The correct clone was confirmed by digestion with SnaBI and  sequencing. This construct 
was  named  pConst+armA.  The  pConst+armA was  digested  by NheI  and  dephosphorylated,  then was 
ligated with NheI and XbaI digested armB. The correct clone was confirmed by PCR (primers, armA3’ and 
armB5’)  and  sequencing.  This  construct was named pConst+armA+armB. Moue  lines  generated  from 
this construct are  called constitutive.   At  the  same  time,  the homology arms were also cloned  into a 
pERT2 vector  (kindly provided from the  lab of Prof. Günther Schütz, DKFZ, Heidelberg). The difference 







Briefly,  DH10  cells  were  grown  from  a  single  colony  in  LB  medium  supplemented  with 
Chloramphenicol  (25 µg/ml) O/N at 32°C. The O/N culture was centrifuged and  resuspended  in P1 
buffer,  lysed  in P2 buffer and neutralized  in P3 buffer  (P1, P2 and P3 buffers are products of  the 
company Qiagen). After centrifugation, the supernatant was precipitated by isopropanol (2/3 volume 




An  electroporation  protocol was  used  for  retransforming  BAC  RP24‐85B20  into  competent  EL250 


























This  is  to  compare  the original,  the homologously  recombined,  and  the Amp‐removed BACs  after 





or SacI. The digests were run at  the same conditions as  in  ‘patterning’. Standard Southern blotting 
protocol was used  to blot  the DNAs  from  the gel onto nylon membrane. Briefly,  the DNA gel was 
depurinated by 0.25 N HCl and denatured by 0.4 N NaOH. The DNA on the gel was transferred onto a 
nylon  membrane  with  a  blotting  sandwich  (from  the  bottom  to  the  top:  Whatman  paper‐gel‐
membrane‐Whatman paper‐dry  towels‐heavy balance, with  the bottom Whatman paper soaked  in 
10X  SSC  buffer).  The  nylon membrane was  then  hybridized  to  a  probe  amplified  by  PCR.  Before 







hybridized  membrane  was  washed  with  2X  SSC/0.1%  SDS  (RT)  and  1X  SSC/0.1%  SDS  (65°C) 










First,  BAC  was  midi‐prepared.  Briefly,  the  BAC  was  grown  O/N  in  LB  medium  containing 
chloramphenicol (25 µg/ml) at 32°C. The O/N culture was pelleted by centrifugation. The pellet was 
resuspended  in P1 buffer,  lysed  in P2 buffer and neutralized  in P3 buffer (P1, P2 and P3 buffers are 
products  of  the  company  Qiagen).  The  lysate  was  centrifuged  and  the  supernatant  was  filtered 
through  ‘cheesecloth’.  Isopropanol  (70%  volume  of  the  supernatant) was mixed with  the  filtered 
supernatant  for precipitation. After  centrifugation,  the pellet was dissolved  in QBT buffer and  the 

















were  collected.  The OD was measured  to  determine which  fractions  contained  the most  BAC  DNA. 
Either one  (backbone  + BAC) or  two peaks  (backbone or BAC)  could be  seen.  PFGE was  run  for  the 


















RNA  was  extracted  from  freshly  perfused  organs  by  peqGOLD  RNAPure  (PeqLab)  according  to  the 
manufacturer’s instructions. The quality of the extracted RNAs was controlled by OD measurement and 
denaturing agarose gel electrophoresis. Briefly, the gel was prepared by dissolving 1 g of agarose in 100 
ml  1XMOPS.  About  3  µg  of  heat‐denatured  RNAs  were  loaded  into  the  gel  together  with  2X 
Formaldehyde  Loading  Dye.  Electrophoresis  was  run  at  5‐6  V/cm  until  the  bromophenol  blue  had 
migrated to the middle of the gel. High quality RNAs (10 µg from each tissue) were reversely transcribed 
with Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase and random hexamers (Promega, Mannheim, 



















Polysin® glass  slides. Sections were dried  for 30min  (RT),  fixed  for 5min  in 0.2% glutaraldehyde  (RT), 
rinsed  in Wash Solution  for 5min,  three  times  (4°C), and  incubated  in Staining Solution  for 1‐24hr    in 









Cryosections  of  60  µm  thickness  were  stored  in  Cryoprotection  solution  at  ‐20°C.  For  immuno‐
fluorescence, sections were washed three times in PBS for 5 min, permeabilized with 0.3% Triton X‐100 








of body weight. A skin  incision was made between  the ear and  the orbit on  the  left side. The parotid 
gland  and  the  temporal muscle were  removed  by  electrical  coagulation.  The  stem  of  the MCA was 
exposed  through  a  burr  hole  and  occluded  by microbipolar  coagulation  (Erbe,  Tübingen,  Germany). 
Surgery  was  performed  under  a microscope  (Hund, Wetzlar,  Germany). Mice  were  kept  at  a  body 
temperature of 37 °C on a heating pad. For  infarct measurement, mice were deeply anesthetized with 













These mice were  then divided  into a control group and a propyl‐thio‐uracil  (PTU) group. On E2, 0.1% 
propyl‐thio‐uracil (PTU) was added to the drinking water of the PTU group till 2 days after birth (P2; P0 




Blood was  taken  from  the heart  in deeply anesthetized adult mice.  In  the case of P2 pups, blood was 






The  number  of  LacZ‐expressing  cells  in  cortical  layer  2/3  was  quantified  according  to  a  previous 
published protocol (Lavado‐Autric et al. 2003; Auso et al. 2004). Briefly, pups (P2) were taken from one 
to two litters per subgroup. LacZ‐labeled cells were counted in a total of 11–23 fields per experimental 
subgroup  (five  to  seven  fields per pup).  In primary  somatosensory  cortex  (S1),  fields  represented by 
templates  generated  by  the  computer  system  (125  μm  wide)  were  placed  over  the  primary 












PGRP‐S−/−  mice  have  been  described  previously  (Dziarski  et  al.  2003).  Because  they  had  been 
backcrossed on  the Balb/c background  for nine  generations, we used wild‐type Balb/c mice  (Harlan, 









reporter vector pXP2  (Nordeen 1988). To mutate  the NF‐κB binding  sites  κB1 and  κB2 of  the PGRP‐S 









transfected with 0.5 µg per well of  the PGRP‐S  reporter  constructs and 0.1 µg of phRL‐TK  (Promega) 
using TransFast reagent according to the manufacturer’s instructions (Promega). To express RelA, 0.1 µg 











cDNAwas  synthesized  from 5 µg  total RNA using oligodT primers,  superscript  II  reverse  transcriptase 
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) using  standard  conditions. For detection of pgrp‐s expression  in  the 
brain,  quantitative  PCR was  performed  using  the  Lightcycler  system  (Roche  Diagnostics, Mannheim, 
Germany) with SYBR‐green staining of DNA doublestrands. Cycling conditions were as follows: 5 min 95 
°C, 5 s 95 °C, 10 s 65 °C, 30 s 72 °C, 10 s 84 °C for 50 cycles. Melting curves were determined using the 
following parameters: 95  °C cooling  to 50  °C; ramping  to 99  °C at 0.2  °C/s. The  following primer pairs 
were used: pglyrp_LC_m_1s and pglyrp_LC_m_1as. The Lightcycler PCR was performed using the SYBR 
green master mix,  following  the manufacturer’s  recommendations  (Roche Diagnostics).  Specificity  of 
product  was  ensured  by  melting  point  analysis  and  agarose  gel  electrophoresis.  cDNA  content  of 
samples was  normalized  to  the  expression  level  of  cyclophilin  (primers:  cyc5  and  acyc300).  Relative 





peqGOLD  RNAPure  (PeqLab)  according  to  the  manufacturer’s  instructions.  RNAs  (10  µg  from  each 
sample)  were  reversely  transcribed  with Moloney murine  leukemia  virus  reverse  transcriptase  and 
random  hexamers  (Promega, Mannheim,  Germany).  PCR was  performed  according  to  the  following 
protocol: 10 min at 95°C, 15 s at 95°C, and 1min at 60°C (40 cycles). Amplification was quantified with 










The  transcription  factor NF‐κB has been  shown  to contribute  to  ischemia‐induced neuronal apoptosis 
(Herrmann et al. 2005;  Inta et al. 2006).  In  searching  for  the downstream  target genes, a microarray 
assay discovered  that peptidoglycan recognition protein‐S  (PGRP‐S)  is regulated  in a NF‐κB dependent 
manner in cerebral ischemia. The real‐time RT‐PCR confirmed this by showing elevated levels of PGRP‐S 
mRNA  24hrs  after MCAO  in  the  cortex  of  control mice  (Fig.  3.1).  The  upregulation was  significantly 




















cells were  transiently  cotransfected with  the  indicated  PGRP‐S  promoter mutants  and  an  expression 









investigate whether  the  PGRP‐S  promoter  is  transactivated  by RelA,  a  PGRP‐S  luciferase  fusion  gene 













As  PGRP‐S  has  been  reported  to  induce  apoptosis  in  mammalian  cells  (Sashchenko  et  al.  2004; 
Sashchenko et al. 2007), we sought evidence showing that PGRP‐S is involved in neuronal cell death and 











S  transcript was  found  in a blood‐brain barrier  cell  line  (TM‐BBB4)  (Hosoya et al. 2000; Terasaki and 
Hosoya 2001), but not  in neurons and astrocytes  (Fig. 3.4). This could mean that the elevated PGRP‐S 









































































































































In  this  study,  a  bacterial  artificial  chromosome  (BAC)‐transgenic  approach  was  applied  for  the 
generation  of  the  Slco1c1‐Cre  transgenic  mice.  This  approach  has  been  successfully  used  in  many 









plasmid  containing  iCre  and  the  selectable  marker  Amp  (targeting  construct).  By  homologous 
recombination  (r1), the targeting construct shown  in C was cloned  into the region between armA and 
armB on the BAC RP24‐85B20. The Amp was later removed by Flp‐FRT mediated excision (r2). D shows 
the  final organization on  the BAC. The grey Xs  indicate  recombination events between  the homology 
arms.  The  ATG  at  the  end  of  armA  is  used  as  a  start  codon  for  the  iCre  translation.  In  the  case  of 




digested BAC constructs were  loaded onto a gel  (Fig. 3.7.1A). Compared  to  the wild  type original BAC 
construct, after the first recombination (r1 in Fig. 3.5), there is an extra band (1.1kb), while an 11kb band 








used  for  Southern  blotting  are  shown  in  Fig.  3.6.  The  targeted  BAC  construct  (after  the  second 
recombination, r2) was then digested by NotI (illustrated in Fig. 3.6) to release the BAC from the vector 
(pTARBAC1). The digestion generated a band of 164kb and another 10kb band, which are shown in the 
pulse  field  gel  electrophoresis  (PFGE)  in  Fig.  3.7.1C.  The  PFGE  proved  that  the  BAC  was  intact  for 
injection.  The  injected  BAC was  purified  by  Sepharose  CL4b  Column. Different  fractions  of  the  flow 
through were  examined  on  PFGE,  the  fraction  15  in  Fig.  3.7.1C was  chosen  for pronuclear  injection, 
because in this fraction a good separation of insert and backbone was achieved (no vector band seen in 
the same lane) and the quality is high (OD A260/A280=1.779). Fig. 3.7.1D shows sequencing result of the 




















5.8kb, 8.5kb, 7.3kb, 6.2kb and 5.1kb  in size, respectively (n.s  . = non‐specific).    In the  lower panel, the 
hybridization probe was the sequence amplified by Cre_up and Cre_down. The specific bands from left 
to right are 8.5kb, 7.3kb, 6.2kb and 5.1kb  in size, respectively. There  is no Cre  in the Ori BAC. C. Pulse 













inducible  line are  the same as  those  for  the constitutive  line. Successful recombination was shown by 














kb,  1.2  kb,  4.7  kb  and  3.5  kb  in  size,  respectively.    C.  Pulse  field  gel  electrophoresis  (PFGE)  of NotI 
digested  r2. NotI digested  r2 was purified  through  Sepharose CL4b Column. Collected  fractions were 
loaded  for PFGE according  to  their ODs. The size marker  (Lambda Ladder PFG Marker, NEB)  is on  the 
left. Fraction 10 was injected. D. Sequencing. In the upper panel, the highlighted region is the sequence 












Founder/Born  Male : Female Died/Founder Infertile/Founder Fertile/Founder
7/40 (17.5%)  3:4  2/7 (28.6%)  2/7 (28.6%)  3/7 (42.8%) 
 
Table 3.1 Summary of founders. In total seven founders were selected by genotyping from 40 born after 














Slco1c1  (Slc‐rt1/Slc‐rt2)  were  used  to  amplify  the  cDNAs  of  Cre  and  Slco1c1,  respectively.  Cre  and 
Slco1c1 were detected in brain (cerebra and cerebella), but not from other organs (Fig. 3.8). This result 
is in line with the tissue distribution of SLCO1C1 (Sugiyama et al. 2003; Tohyama et al. 2004; Cheng et al. 
2005).  The  concomitant  expression  of  Cre  and  Slco1c1  suggests  that  Cre  expression may  reflect  the 







the brain. Reversely‐transcribed  cDNAs  from mRNAs of  cerebra  (Ctx),  cerebella  (Cb), heart  (Ht),  liver 
(Liv),  lung (Lng), kidney (Kid), spleen (Spl),  intestine (Int), and muscle (Mus) were used as templates to 
amplify Cre with primers Cre_up/Cre_down and Slco1c1 with primers Slc‐rt1/Slc‐rt2. Cre and Slco1c1 











or different  integration sites  in the chromosome. Further analysis has to be done  in their offspring. As 




Founder  6  19  31 
F1  89  51 57 98  123 69  70 
LacZ Staining  89  145 174 263 264 315 240 245 327  328 
Age (weeks)  29  22  19  13  11  11  12  12  5  5 
 







bacterial LacZ gene  is  inserted  into the mouse Rosa26  locus (Soriano 1999). The expression of Cre can 
remove the floxed neomycin cassette containing a triple PolyA sequence in front of the LacZ gene, thus 
leading to its expression. LacZ encodes beta‐galactosidase (β‐gal), which can cleave its substrate X‐gal (5‐
bromo‐4‐chloro‐3‐indolyl‐  beta‐D‐galactopyranoside).  The  cleaved  products  then  are  oxidized  to  5,5'‐
dibromo‐4,4'‐dichloro‐indigo, an  insoluble blue product. By matching the blue color on the sections to 
















The expression densities  in non‐vessel  structures  from different mice  (offspring of different  founders 
and F1s) are quite uniform, with variations no more than 1 grade (Table 3.3). This result again supports 
the  concept  that  BAC‐transgenic  mice  have  the  advantage  in  mimicking  the  endogenous  gene 
expression. The most densely stained structures are the neuronal cell layers in the olfactory bulb (Gl and 
Ml), a  superficial cortical  layer of cells  (later defined as  layer 2/3), piriform cortex  (Pir), hippocampus 
(CA1‐CA3,  dentate  gyrus  and  the  surrounding  areas),  choroid  plexus  (chp),  anterodorsal  thalamic 
nucleus (AD), and white matters that connecting the two hemispheres (anterior commissure and corpus 
callosum). Other  structures were  stained  at  various densities  ranging  from  1  to  4.  In  all  the  animals 
analyzed, at least some grade of staining was detected in all brain regions investigated.   
 








glomerular layer (Gl) 4-5 
external plexifrom layer(EPl) 1-2 
mitral cell layer (Mi) 4-5 
granule layer, olf bulb (GrO) 4-5 
anterior olfactory nu (AO) 3-4 
accessory olfactory bulb (AOB) 3-4 
Cerebral cortex 
layer 1  4 
layer 2/3 5 
layer 4  4 
layer 5  3 
layer 6  3 
piriform cortex (Pir) 5 
dorsal endopiriform nu (DEn) 2-3 
Basal ganglia 
accumbens nu, core (AcbC) 2-3 
accumbens nu, shell (AcbSh) 2-3 
caudate putamen (CPu) 2-3 
lateral globus pallidus (LGP) 3 
medial globus pallidus (MGP) 3 
ventral pallidum (VP) 2-4 
claustrum (Cl) 2-4 
olfactory tubercle (Tu) 5 
islands of Calleja (iCj) 4-5 
substantia nigra, compact (SNC) 2-3 
substantia nigra, lat (SNL) 2-3 
substantia nigra, reticular (SNR) 2-3 
substantia innominata (SI) 2 
subthalamic nu (STh) 3-4 
Amygdala 
basolateral amygdaloid nu (BLA/V) 3-4 
central amygdaloid nu (Ce…) 3 
basolateral amygdaloid nu, post (BLP) 3-4 
basomedial amygdaloid nu, post (BMP) 3-4 
medial amygdaloid nu  (Me…) 2-3 
lateral amygdaloid nu (La…) 3-4 
posterolat. cortical amygdaloid nu (PLCo) 3-4 
posteromed. cortical amygdaloid nu (PMCo) 3 
amygdalostriatal transition area (AStr) 2-3 
amygdalohippocampal area (AHi…) 2-4 
Hippocampus 
CA1 field  5 
CA2 field  5 
CA3 field  5 
dentate gyrus (DG) 5 
subiculum (S) 3-5 
fimbria hippocampus (fi) 4-5 
cingulum (cg) 4-5 
Hypothalamus 
periventricular hypothalamic nu (Pe) 3-4 
paraventricular hypothalamic nu (Pa…) 2-3 








anterior hypothalamic area (AH) 2-3 
lateral hypothalamic area (LH) 3 
arcuate hypothalamic nu (Arc) 3-4 
supraoptic hypothalamic nu (SO) 2-4 
ventralmedial hypothalamic nu (VMH) 3-4 
med preoptic area (MPA) 2-3 
lateroanterior hypothal nu (LA) 2-3 
Circumventricular Organs 
choroid plexus (chp) 5 
median eminence  (ME) 2-3 
subfornical organ (SFO) 4-5 
Thalamus 
anterodorsal thalamic nu (AD) 4-5 
anteroventral thalamic nu, dor med (AVDM) 2-3 
anteroventral thalamic nu, ven lat (AVVL) 2-3 
paraventricular thalamic nu (PV) 1-2 
central medial thalamic nu (CM) 1-2 
stria medullaris, thalamus (sm) 1-2 
paracentral thalamic nu (PC) 1-2 
medial habenular nu (MHb) 4-5 
lateral habenular nu (LHb) 3-4 
mediodorsal thalamic nu (MD) 1-2 
parataenial thalamic nu (PT) 1-2 
intermediodorsal thalamic nu (IMD) 1-2 
Cerebellum 
Purkinje cell layer  3 
med cerebellar nu (MED) 2-3 
prepositus hypoglossal nu (Pr) 2-3 
pontine ret. Nu (PnC) 2-3 
nu trapezoid body (Tz) 2-3 
spinal trigeminal nu (Sp5) 3 
spinal vestibular nu (SpVe) 3 
Miscellaneous 
laterodorsal tegmental nu (LDTg) 3-4 
dorsal tegmental nu (DTg) 3-4 
gigantocellular reticular nu (Gi) 3 
anterior commissure, intrabulbar (aci) 1-2 
anterior commissure, ant (aca) 4-5 
forceps minor of the corpus callosum (fmi) 4-5 
forceps major of the corpus callosum (fmJ) 4-5 
external capsule (ec) 4 
internal capsule (ic) 3-4 
medial septal nu (MS) 1-2 
nu of the vertical limb of the diagonal band (VDB) 2-3 
lateral septal nu, intermediate (LSI) 3-4 
lateral septal nu, ventral (LSV) 3 
septofimbrial nu (SFi) 1-2 
median preoptic nu (MnPO) 3-4 
sublentic extended amygdale (SLEA) 2 
lateral septal nu, dorsal (LSD) 3-4 
triangular septal nu (TS) 3 
med mammillary nu, med (MM) 3-4 
med mammillary nu, lat (ML) 3-4 








staining.  For  LacZ  staining,  the  sections were  incubated  in  the  staining  solution  for  4  hours  at  37°C. 
Relative densities of  the LacZ  staining were evaluated and  ranked as  follows: 5, maximum density; 4, 
very  dense;  3,  dense;  +  2, moderate;  1,  low;  0,  below  detection.  The  listed  brain  structures  were 






















hypothalamus  (Hypo), cerebellum  (Cb), olfactory bulb  (OB), and other brain regions. Mice  that do not 


































Fig. 3.12 Examples of LacZ expression  in different brain regions. The region  in the yellow frames  in A 
and C are magnified in B and D, respectively. cc, corpus callosum; cg, cingulum; chp, choroid plexus; sm, 
stria  medullaris,  thalamus;  AD,  anterodorsal  thalamic  nu;  MHb,  medial  habenular  nu;  LHb,  lateral 






































for LacZ expression. The yellow  frames  in A and B were magnified  in C and D, respectively. LV,  lateral 
ventricle; OB, olfactory bulb; CxP,  cortical plate;  chp,  choroid plexus.  The  arrow  in D  indicates blood 





of blood vessels, LacZ staining can be observed around  the  lateral ventricle  (LV), especially the rostral 

























roof of neopallial cortex  (future  cerebral cortex), 4. choroid plexus extending  into  lateral ventricle, 5. 
lateral ventricle, 6.  copus  striatum mediale  (medial aspect of ganglionic eminence), 7. ventral part of 
medulla oblongata, 8. roof of fourth ventricle, 9. fourth ventricle, 10. choroid plexus within central part 












Fig.  3.16  Colocalization  of  β‐gal‐expressing  cells with  neurons.  Coronal  cryosections  of  brain were 
stained by antibodies against β‐gal and NeuN. The secondary antibody for β‐gal was labeled with Cy3 in 
cortex (Ctx) and Alexa488  in choroid plexus (chp), for NeuN was with Alexa 488  in Ctx and Cy3  in chp. 
The stained sections were then examined by confocal microscopy.  In Ctx (A‐C), the expression of β‐gal 
colocalizes with a neuronal marker  (NeuN).  In non‐neuronal structure chp  (D‐F), β‐gal expression was 
found. Scale bars = 100µm.  
 
To  identify  the  cell  type  of  the  LacZ‐labeled  cells  in  cortical  layer  2/3,  brain  sections were  stained 

















Fig.  3.17  Cre‐expressing  cells  do  not  colocalize  with  neurons.  Coronal  cryosections  of  brain  were 
stained by antibodies against Cre and NeuN. The secondary antibody for Cre was  labeled with Cy3, for 
NeuN was with Alexa 488. The stained sections were then examined by confocal microscopy. In cortex 
(Ctx,  A‐C),  hippocampus  (Hip,  D‐E),  and  choroid  plexus  (chp,  G‐H),  the  expression  of  Cre  does  not 
colocalize with a neuronal marker  (NeuN). At higher magnification  in cortex  (J), hippocampus  (K), and 















To  investigate  if  Cre  is  expressed  in  adult  neurons,  brain  sections  were  stained  by  Cre  and  NeuN 
antibodies.  Cre‐labeled  cells  have  no  colocalization  with  NeuN‐labeled  cells  in  cerebral  cortex, 
hippocampus  and  choroid  plexus  (Fig.  3.17).  Together  with  the  results  of  the  LacZ  staining  and  β‐
gal/NeuN staining, we conclude that Slco1c1‐Cre is expressed in neurons during early development, but 
not  in adult neurons.  Its expression  in blood vessels and  choroid plexus  is  sustained  from embryonic 
development till adulthood.  
 
Furthermore,  in  an  inducible  line,  in which  Slco1c1‐Cre  activity  is  controlled  by  a mutated  estrogen 
receptor ligand binding domain (ERT2), induction of Cre activity in adults by tamoxifen (2x1mg/day, for 5 



























Cy3  for  Cre  and  with  Alexa  488  for  CD31.  The  stained  sections  were  then  examined  by  confocal 
microscopy. In different cerebral regions, cortex (Ctx, A‐D), striatum (Str, E‐H), and hippocampus (Hip, I‐
L),  the  expression  of  Cre  colocalizes with  an  endothelial  cell marker  (CD31).  The  dashed  lines  in  I‐L 


















Coronal  cryosections  (60µm  thick)  of  brain  were  stained  by  antibodies  against  Cre  and  CD31.  The 
secondary antibody was  labeled with Cy3  for Cre and with Alexa 488  for CD31. The  stained  sections 
were then examined by confocal microscopy. In cerebellum (Cb, A‐C), the expression of Cre colocalizes 






















The  above  results  demonstrated  that  Slco1c1‐Cre  expression  closely  resembles  the  endogenous 
expression  pattern  in  adults,  while  neuronal  expression  is  only  found  in  embryonic  development. 
Thyroid hormones  are  important  for brain  development.  The  Slco1c1‐Cre  line may provide  a  tool  to 
study  particularly  the  influence  of  thyroxine  on  those  neurons  that  express  Slco1c1  in  their 
development. To test this possibility, mice were rendered hypothyroxinemic by administrating 0.1% PTU 
to their mothers in the drinking water from E2 to P2. This protocol is sufficient to reduce the serum level 
of  thyroxine  (T4), while keeping T3 unaltered  (Fig. 3.21).  In  the PTU group,  the  fT4  level  in  serum of 
mothers  is  8.57±1.40  ng/l,  significantly  decreased  compared  to  the  control  level  at  19.01±1.66  ng/l 
(p<0.005). The  fT3  levels, however, show no difference  in  the control  (2.37±0.12 ng/l) and  in  the PTU 
group (2.71±0.32 ng/l). The thyroid hormone levels in P2 pups also showed difference in fT4 (12.12±0.24 






Fig.  3.21  Serum  fT3  and  fT4  levels  in mother  and  pups  two  days  after  labor. Mice were  rendered 
hypothyroxinemic by 0.1% PTU (E2‐P2). Blood was collected from heart in the mothers (A) and the pups 
(B)  two days  after  labor.  Sera  levels of  fT3  and  fT4 were measured  in  the Central  Laboratory of  the 






































The  influence  of  thyroid  hormones  on  neurogenesis  has  been  shown  by  others  (Lavado‐Autric  et  al. 
2003; Auso et  al. 2004; Cuevas et  al. 2005). Particularly migration of newborn neurons  to  their  final 
destination  is affected.  In  this study, coronal brain sections of P2 pups were  stained  for LacZ and  the 
LacZ‐expressing cells in cortical layer 2/3 were counted and compared between the control and the PTU 
group. The number of LacZ‐expressing cells in cortical layer 2/3 per visual field (47.00±4.17) in the PTU 
group decreased  significantly  (p<0.05)  compared  to  that  in  the  control  (60.65±2.86)  (Fig. 3.23A). The 
percentage of LacZ‐expressing cells in layer 2/3 was also significantly decreased in the PTU group (33% 































Fig. 3.23 Hypothyroxinemia reduces  the number of LacZ‐positive cells  in cortical  layer 2/3. Pregnant 
mice were rendered hypothyroxinemic by adding 0.1% PTU  into  their drinking water  from  the second 
day after  conception  (E2)  till  the  second day after  labor  (P2). A. The number of  LacZ‐positive  cells  in 
cortical layer 2/3 decreases significantly (*, p=0.0102, student t‐test) in the PTU group, compared to the 
























































the adulthood  SVZ. Recently, adult neurogenesis has become widely accepted  (Ming and  Song 2005; 









amplifying Gapdh. 700bp  and 300bp  indicate  sizes of Gapdh  and  Slco1c1  amplicons,  respectively. M, 
DNA size marker.  
 
Adult  SVZ  is  known  to  contain progenitor  cells. These  cells are divided  into  three  types. Type B  cells 
(GFAP‐positive) are neural stem cells, type C cells are transient amplifying cells, and type A cells  (Dcx‐
positive) are neuroblasts (Ming and Song 2005; Zhao et al. 2008). In transgenic mice, GFAP and Cre were 













Fig. 3.25 Colocalization of Cre‐expressing  cells with GFAP‐positive  cells  in  the  SVZ. Confocal  images 






Dcx‐positive  cells migrate  towards  the  site  of  infarct  (Lichtenwalner  and  Parent  2006;  Zhang  et  al. 












sections  were  stained  with  Cre  and  Dcx  antibodies.  Near  the  lateral  ventricle  (LV),  Cre  expression 

















Fig.  3.27  Cre  expression  colocalizes  with  doublecortin  (Dcx)  in  cells  migrating  out  from  the 
subventricular  zone  (SVZ) after MCAO.  Seven days  after MCAO,  coronal brain  sections were  stained 


















et  al.  1999; Herrmann  et  al.  2005;  Schwaninger  et  al.  2006;  Kunz  et  al.  2008; Nijboer  et  al.  2008b). 
Discovering  its  downstream  target  genes  will  allow  the  development  of  more  specific  therapeutic 
targets in cerebral ischemia, since NF‐κB is also involved in other important functions. PGRP‐S belongs to 
the recently discovered family of peptidoglycan recognition proteins. This protein family is evolutionally 
conserved and plays an  important role  in the  innate  immune system (Steiner 2004; Dziarski and Gupta 
2006b; Dziarski  and Gupta  2006a;  Royet  and Dziarski  2007).  Besides  its  bactericidal  effect  (Lu  et  al. 






indeed control  its expression as demonstrated  in  the  luciferase assay with PRPG‐S promoter mutants. 
Another  family  member  PGRP‐L  (PGLYRP2)  was  shown  to  be  regulated  by  NF‐κB  in  keratinocyte, 
enabling  its differential expression  (Li et al. 2006). The  induction of PGRPs by  the  same  transcription 
factor underscores the  importance of NF‐κB  in the regulation of this gene family. Interestingly, a PGRP 
homolog  in Drosophila has been shown to activate NF‐κB signaling (Choe et al. 2002). This mechanism 
may  further  potentiate  the  production  of  PGRPs,  though  it  is  also  possible  to  counterbalance  the 
beneficial effect of PGRP‐S by NF‐κB dependent damage in brain ischemia.  
 
A surprising  finding  in  this study  is  the PGRP‐S expression  in BBB endothelial cells. Previously, PGRP‐S 
was shown to be expressed mainly  in  immune cells.  In brain  ischemia, with the disruption of BBB and 
inflammation  in  the  brain,  blood  cells  (e.g.  neutrophils)  infiltrate  into  the  brain  to  take  part  in  the 










The slow progress  in BBB endothelial cell study  is partly due to the  lack of a tool to target these cells. 
Generating a BBB endothelial Cre mouse line would make it feasible to study NF‐κB or other molecules 
specifically in these cells. Therefore, it is necessary to search for a gene that is specifically expressed in 

















prevalent model, SLCO1C1  is  the only source of brain T4  (Heuer 2007; Visser et al. 2007).  It has been 
shown that the expression of Slco1c1 is tightly controlled by thyroid status (Tohyama et al. 2004). A T4 










retardation  (Allan–Hernon–Dudley  syndrome)  (Schwartz  and  Stevenson  2007;  van  der  Deure  et  al. 
2007).  The  patients  have  inactivating  mutations  of  the  T3  transporter  MCT8,  which  is  the  only 
transporter  for  neuronal  T3  uptake  found  till  now.  Treatment  with  thyroid  hormones  has  failed, 
strengthening  the  concept  that  transporters  are  a  key  component  in  thyroid  hormone metabolism 
(Herzovich et al. 2007).  
 
Because of  the presence of BBB, neurons cannot get access  to blood T3 directly. SLCO1C1  is  thus  the 
first  step  that permits neurons  to be  exposed  to  enough  T3. Currently,  it  is not  clear  if  there  is  any 
disease  that  is  caused  by  SLCO1C1  dysfunction  (van  der Deure  et  al.  2007).  Since  SLCO1C1  is more 





The expression of Slco1c1  is well studied  in adults. The major  sites of expression are BBB endothelial 
cells and choroid plexus epithelial cells (Sugiyama et al. 2003; Tohyama et al. 2004). But its expression in 







reporter mice  (e.g. Roas26 or  EGFP mice),  the progeny of Cre‐expressing  cells  can be detected.  This 
strategy has a clear advantage. Firstly, one has more options concerning which reporter to use. When 
Rosa26‐LacZ  reporter mice are used,  LacZ  (X‐gal)  staining  can be used, which  is easy and  less  costly. 
When  EGFP  reporter mice  are  used,  confocal microscopy  can  aid  to  determine  the  cell  types  that 
express  Cre.  Secondly,  if  necessary,  Cre  mice  can  be  crossed  to  mice  containing  floxed  alleles, 
conditionally knocking out genes‐of‐interest in Cre‐expressing cells.  
 
The  best  choice  of  creating  a  Cre  transgenic  mouse  line  is  to  use  the  recently  developed  BAC‐





transgenic  research.  The  advantages  are mainly:  1,  faithful  recapitulation  of  the  endogenous  gene 
expression  pattern  due  to  the  long  regulatory  sequences  (100‐200kb);  2,  handy  cloning  and 
recombination protocols; 3, tight transgene dose control (copy‐number dependent expression). To allow 
Cre to use the Slco1c1 regulatory sequence  for  its expression  in vivo, the coding sequence of Cre was 




In  this  study,  the  expression pattern of  Slco1c1‐Cre was  analyzed  in  10 mice  from  3  founders,  since 
expression patterns of the Sclo1c1‐Cre could differ in different founders. The modified BAC was injected 
into pronucleus, when BAC integration into the genome is most easily achieved. The BAC, however, can 
integrate  into different sites  in  the genome and/or with different copy numbers. This may potentially 
influence  the  transgene expression. However, analysis of  the 10 mice showed no big differences. This 
again proves that BAC‐transgenic technology is highly reproducible.  
 
According  to  the  Slco1c1‐Cre expression pattern  found by  crossing with  the Rosa26  reporter mice,  a 
striking discovery is the staining in neuronal structures (olfactory bulb, cortical layer 2/3, hippocampus, 
anterodorsal thalamic nucleus, etc.). Due to the design of the Rosa26‐LacZ reporter mice, the positive 
staining  only  tells  that  the  cells  once  expressed  the  Cre  gene  before,  but  not  at  the  time  of,  LacZ 
staining.  To  gain  knowledge  of  the  Slco1c1‐Cre  expression  in  adults,  immunofluorescence  was 
performed.  The  results were  as  expected.  The  Cre‐expressing  cells  are  endothelial  cells  of  the  brain 








At  this stage, embryos were also stained positive  for LacZ  in  the region near  the  lateral ventricle. The 








Therefore,  the staining  in  the neurogenic zones at E14 might be  localized  in neuronal precursor cells. 
Intermediate  progenitor  cells  (IPCs)  have  been  proposed  to  contribute  to  neuronal  output  from  the 
neurogenic zones  (Pontious et al. 2008).  IPCs produce only neurons  (Noctor et al. 2004). According to 




adults.  Therefore,  thyroxine may  be  important  for  the  development  of  the  IPCs.  Indeed, maternal 
hypothyroxinemia during fetal brain development led to decreased LacZ‐positive cells in this layer. This 
decrease  should  not  come  from  downregulation  of  the  expression  of  Slco1c1,  since  hypothyroidism 
upregulate its expression (Tohyama et al. 2004). Previous studies by BrdU labeling have shown that layer 
2/3 cells are born predominantly between E15 and E17. Thyroid hormone deficiency can reduce BrdU‐
positive  cells  in  this  layer  (Lavado‐Autric et al. 2003; Auso et al. 2004). The  finding  in  this  study  is  in 
agreement with  these  studies.  Furthermore,  it  is  tempting  to  speculate  that  IPCs directly acquire T4, 
since  they may  express  SLCO1C1.  T4  could  exert  its  effect  in  the  IPCs  either  through  a non‐genomic 
mechanism or by conversion to T3.  
 
Another  LacZ‐positive  structure  is  the hippocampus. Peak neurogenesis  in hippocampal CA1 and CA3 
areas takes place between E15 and E17 (Bayer 1980). This period coincides with the birth of the cortical 
layer  2/3  neurons, which  suggests  that  E15‐E17  is  a  critical  period  for  T4  utilization  by  these  brain 
structures. New pyramidal neurons in CA1 and CA3 are generated in the VZ that runs along the contour 
of  hippocampus.  They  then migrate  radially  to  their  corresponding  final  positions  in  hippocampus. 
Hypothyroidism can  influence  the cell numbers  in CA1 and CA3  (Lavado‐Autric et al. 2003; Auso et al. 
2004).  
 
Olfactory  bulb  is  a  site  that  undergoes  continuous  neurogenesis  in  development  and  in  adults.  In 
rodents, adult neurogenesis in olfactory bulb is especially prominent, which functionally relates to their 
sensitive odour discrimination. Neurons  that are born  in  the SVZ migrate  to  the olfactory bulb  in a so 
called rostral migration stream  (RMS).  In adults, Slco1c1‐Cre expression  is detected  in the SVZ‐located 









expression was not only  found  in  the constitutive  line, but also  in the  inducible  line when Cre activity 





play a role  in detecting environmental cues and participate  in orienting the head  (Zugaro et al. 2001). 
Concerning  the  expression  of  Slco1c1‐Cre,  AD  differs  from  other  neuronal  structures, which  express 
Slco1c1‐Cre transiently during development.  In AD, neurons continue to express Slco1c1‐Cre  in adults. 
This  finding  implies  that  the  T4  transporter  SLCO1C1  transports  T4  directly  into  AD  neurons.  The 




Neurons born  in adult SVZ are  found  to migrate  to  site of brain damage.  In cerebral  ischemia,  it was 
clearly shown that new‐born neurons make their way to striatum and retained their ability to proliferate 
during migration (Yamashita et al. 2006; Zhang et al. 2007a). Some growth factors have been found to 
promote  this  process,  such  as  EGF  (Ninomiya  et  al.  2006).  The  role  of  thyroid  hormones  in  adult 
neurogenesis was also studied. THs act on neural stem cells (NSCs) in the SVZ through binding to thyroid 
hormone receptor α (Lemkine et al. 2005). Hypothyroidism can impair the proliferation and migration of 





Based on the general  influence of THs on cell growth and differentiation,  it  is reasonable to think that 
the  Slco1c1‐expressing  NSCs  should  respond  to  the  thyroid  status  in  the  body  under  different 





pathological  conditions. DCX  (doublecortin)‐ and  Slco1c1‐Cre‐positive  cells  that migrate  to  the  site of 
infarct were more  easily  found  after MCAO, which  implies  that  thyroxine plays  an  important  role  in  





Now  it  is  well  accepted  that  maternal  thyroid  hormone  status  is  a  key  regulator  of  fetal  brain 
development. The presence of thyroid hormones in fetal brain tissues are found well before the start of 











have already expressed Slco1c1‐Cre, based on  result of  LacZ  staining  in  the  current  study. This  result 
suggests that even at early stages of BBB development, SLCO1C1 could play a role in transporting T4 into 
the  brain  parenchyma. However,  it  is  unknown  how much  brain  T4  is  transported  by  SLCO1C1.  The 
metabolism of thyroid hormones  in brain endothelial cells  is  less well known.  It  is reported that brain 
endothelial cells express D2 (Kohrle 2007). Thus, T4 in endothelial cells can be converted to T3. Besides 
SLCO1C1, MCT8  (T3  transporter) was  also  suggested  to be  expressed  in BBB  endothelial  cells, which 



















polymerization‐promoting  effect  was  also  seen  in  developing  neurons  in  vivo  (Farwell  et  al.  2006). 
Regulation of actin polymerization  is very  important  in neuronal migration  (Ayala et al. 2007; Leonard 
2008).  Developmental  hypothyroxinemia  reduced  the  number  of  LacZ‐positive  (SLCO1C1‐exprssing) 
neurons  in cortical  layer 2/3  in  the current study. Taken  together,  it  is possible  that T4  influences  the 
migration of the SLCO1C1‐expressing neurons by modulating actin polymerization.  
 
Of  note,  though  LacZ‐positive  neurons  could  be  detected  in  all  the  brain  regions  examined,  the  cell 




least  two  populations  of  neurons,  differing  in  the mechanisms  of  T4‐mediated migration.  Thus,  the 
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